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　　摘要 : 目的　研究表柔比星 2聚乳酸缓释微球 ( EP I2PLA2MS) 局部给药治疗肝癌的效果。方法 　复乳 2溶剂挥发法
制备 EP I2PLA2MS。将 40只昆明小鼠随机分为 5组 , 每组 8只 , 分别腹腔注射不同剂量的游离表柔比星 ( FEP I) , 计算
最大耐受量 (MTD)。H22皮下实体瘤肝癌荷瘤小鼠 3组 , 每组 5只 , 分别用生理盐水 ( normal saline, NS)、空白微球和
含药微球 (含 EP I 9 mg/kg) 瘤内注射给药 , 2周后取瘤称重。H22腹水型肝癌荷瘤小鼠 3组 , 每组 5只 , 分别用 NS、空
白微球和含药微球 (含 EP I 9 mg/kg) 腹腔注射给药 , 计算动物生命延长率。结果 　FEP I腹腔注射的 MTD为 9 mg/kg。
EP I2PLA2MS瘤内给药后含药微球组和空白微球组的抑瘤率分别为 40135%和 36109%。腹腔给药后能显著延长荷瘤鼠的
生存时间 , 含药微球组和空白微球组生命延长率分别为 153149%和 142122%。结论　EP I2PLA2MS是一种有效低毒的药
物新剂型 , 在局部治疗肝癌方面具有良好的临床应用前景。
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ABSTRACT: O bjective　To study the effectiveness of treating hepatocellular carcinoma ( HCC) in m ice
with locally adm inistered ep irubicin2loaded poly(D, L) 2 lactic acid m icrospheres ( EP I2PLA2MS ) 1 M ethods　
EP I2PLA2MS was p repared with double emulsion solvent evaporation technique1 Five group s of m ice ( n = 8 in
each group) were intraperitoneally injected with five different doses of free ep irubicin ( FEP I) , and the maximum
tolerated dose (MTD) was calculated1 Then 15 m ice with transp lanted subcutaneous H22 HCC were divided into
three group s ( n = 5) , which were respectively intratumorally injected with normal saline (NS) , blank m icro2
spheres, and EPI2PLA2MS (with 9mg/kg of EPI) 1 After two weeks the tumors were excised and weighed1 Another
15 mice with transp lanted H22 ascites HCC were divided into three groups ( n = 5) , which were intraperitonealy in2
jected with the same drugs, and the increased life span were registered exactly1 Resutls　The MTD of intraperito2
neally injected FEP Iwas 9 mg/kg1 The tumour2inhibiting rates was 40135% and 36109% when EPI2PLA2MS were
administered by intratumoral injection to the mice with subcutaneous H22 HCC1 It significantly p rolonged the surviv2
al time of mice with H22 ascites HCC and the increased life span by 153149% and 142122% when EPI2PLA2MS
were intraperitoneally administered1 Conclusion　EPI2PLA2MS is a new sustained2release p reparation with high2ef2
ficacy and low2toxicity in treating HCC and has shown promising p rospects when administerd locally1
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　　在肝癌的综合治疗中 , 化疗是最常用的方法。
由于全身化疗存在靶向性差、疗效不佳、毒副作用
大等缺点 , 已基本停止使用 , 取而代之的是各种局
部化疗 , 包括 : ( 1 ) 肝动脉栓塞化疗 ; ( 2 ) 肝动脉
或门静脉置管皮下埋泵给药 ; ( 3 ) 腹腔内化疗 ( in2
traperitoneal injection chemotherapy, IPC) ; ( 4 ) 瘤内
注射化疗 ( intratumoral injection chemotherapy, IIC )
等 [ 1 ]。前两种方法已广泛应用 , 后两种方法则因普
通化疗药物吸收过快等缺点而难以推广使用。本研
究以目前常用的抗肿瘤药物表柔比星 ( ep irubicin,
EP I) 为模型药物 , 采用已经被 FDA批准的高分子材
料聚乳酸 [ poly(D , L) 2lactic acid, PLA ] 为载体 , 制
成一种全新的表柔比星 2聚乳酸缓释微球 ( EP I2PLA 2






(DL型 , 相对分子质量分别为 10 000、50 000) 购自
山东医疗器械研究所。
EP I2PLA2M S的制备 　采用复乳 2溶剂挥发法 [ 2 ]
制备。以 Span280和 Tween280 混合乳化剂为初乳乳
化剂 , 以聚乙烯醇为复乳乳化剂 , 用分散机分散体
系形成复乳 ; 室温挥发二氯甲烷 , 20 000 r /m in离心
10 m in, 超声水洗 3次后经冷冻干燥成桔红色粉末。
电镜下观察形成的桔红色粉末呈球形 , 表面光滑 ,
直径为 1 000～3 000 nm, 包封率约为 30% , 载药率
约为 4% , 所有微球均经钴 60γ2射线辐照灭菌。
实验动物和分组 　雄性 4～5周龄昆明小鼠 80
只 , 体重 18～22 g, 由厦门大学抗癌研究中心提供。
其中 40只随机分为 5组 , 每组 8只 , 用于最大耐受
量试验 ; 另 40只用于抑瘤试验。
游离表柔比星小鼠最大耐受量试验 　5组小鼠分
别给予游离表柔比星 ( free ep irubicin, FEP I) 3、6、
9、12、15 mg/kg [充分溶于 013 m l生理盐水 ( nor2
mal saline, NS) 中 ] , 腹腔注射 ( intraperitoneal injec2
tion, IP) , 从给药起即对各组动物的精神、饮食、
大小便、毛发进行细致观察 , 连续每日称重 2 周 ,
准确计数动物死亡数目 , 评估小鼠的最大耐受量
(maximum tolerated dose, MTD ) 。
H22皮下实体瘤肝癌模型瘤内给药的抑瘤实验　将
传代第 7天的 H22腹水瘤种鼠腹壁消毒 , 用 1 m l注射
器抽取乳白色浑浊腹水 1 m l, 以 4 m l NS稀释 , 显微
镜下计数约含瘤细胞 2 ×107 /m l。于 25 只实验动物
右肩背皮下每只接种 0105 m l (约含瘤细胞 1 ×106 ) ;
接种后第 5天 , 选取瘤体大小较一致的 15 只荷瘤小
鼠 (最大径 7～10 mm) , 随机分为 NS组、空白微球
组 (给予 225 mg/kg空白微球 ) 、含药微球组 (含
EP I 9 mg/kg) 3组 , 每组 5只 ; 各微球借助超声仪充
分分散于 NS中 , 各组均予总容积为 011 m l的药液
(不足者以 NS配足 ) ; 给药时将小鼠固定 , 用 1 m l
注射器抽取药液 , 沿瘤体长轴方向进针至瘤体远端
包膜下 , 边缓慢退针边推注药液 , 推注完于瘤组织
内继续停留 1 m in, 待瘤体内压力降低后退出 , 尽量
减少药液外溢 ; 接种后第 19 天 (即给药后 2 周 ) ,
颈椎脱臼法处死动物 , 解剖称瘤重 , 计算抑瘤率
[抑瘤率 = (对照组平均瘤重 2实验组平均瘤重 ) /对
照组平均瘤重 ×100% ]。
H22腹水瘤肝癌模型腹腔给药的抑瘤实验 　抽取
传代第 7天的 H22腹水瘤种鼠乳白色浑浊腹水 1 m l, 用
9 m l NS稀释 , 显微镜下计数约含瘤细胞 1 ×107 /m l;
于 15只实验动物腹腔每只接种 011 m l (约含瘤细胞
1 ×106 ) ; 第 2天将 15只荷瘤小鼠随机分为 NS组、
空白微球组 (给予 225 mg/kg空白微球 ) 、含药微球
组 (含 EP I 9 mg/kg) 3组 , 每组 5只 ; 各微球借助超
声仪充分分散于 NS中 , 各组均予总容积为 011 m l的
药液 (不足者以 NS配足 ) ; 各组均经 IP; 严密观察
各组动物生物学行为 , 准确计数动物死亡数目 , 计
算生命延长率 [ increased life span, ILS, ILS = (实
验组平均生存时间 2对照组平均生存时间 ) /对照组
平均生存时间 ×100% ]、生存率 (乘积极限法 , Ka2
p lan2Meier法 ) 、中位生存时间 (MST) , 并描绘生存
曲线 ( K2M曲线 ) 。
统计学处理　实验数据以均数 ±标准差表示 , 采
用单因素方差分析 , SNK2q检验进行两两比较 , P <
0105表示差异有显著性。
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结 　　果
昆明小鼠对 FEP I一次性 IP的耐受情况 　用药 2
周后 , 3、6、9、12和 15 mg/kg组小鼠的体重增加
值分别为 ( 8120 ±1143) 、 ( 6195 ±1106 ) 、 ( 6113 ±
2156) 、 ( 4130 ±1109 ) 和 ( 0132 ±5132 ) g; 与 3
mg/kg组小鼠相比 , 6和 9 mg/kg组小鼠的体重增加
值差异无显著性 ( P均 > 0105 ) , 而 12和 15 mg/kg
组小鼠则差异有显著性 ( P < 0105和 P < 0101 ) ; 3、
6、9 mg/kg组无动物死亡 , 12 mg/kg组有 1215 % 的
动物死亡 , 15 mg/kg组 3715 % 的动物死亡。
皮下实体瘤肝癌模型的抑瘤效果 　给药 2周后 ,
空白微球与 NS组的瘤重分别为 ( 2185 ±1125) 和
( 2166 ±2138 ) g, 两组相比差异无显著性 ( P >
0105) ; 含药微球组的瘤重为 ( 1170 ±1128 ) g, 与
空白微球与 NS组相比差异也无显著性 ( P 均 >
0105) 。含药微球组与空白微球组和 NS组比较 , 抑
瘤率分别为 40135 %和 36109 %。
腹水瘤肝癌模型的抑瘤效果 　空白微球组与 NS
组的所有荷瘤动物均在 2周内死亡 , 两组的平均生
存时间和中位生存时间分别为 ( 8160 ±2170 ) 和
( 9100 ±1158) d及 7150和 8150 d, 差异均无显著性
( P均 > 0105) , 两组的 K2M曲线基本重叠 ; 含药微球
组的平均生存时间和中位生存时间分别为 ( 2118 ±
7105) d和 1815 d, 均显著高于空白微球组与 NS组
( P均 < 0101) ; 含药微球组与空白微球及 NS组比较
的生命延长率分别达到 153149 %和 142122 % , K2M
曲线亦明显高于两对照组 (图 1) 。
图 1　腹腔给药后 3组小鼠的 K2M曲线











点 , 是目前抗肿瘤药物研究的发展趋势之一 [ 3 ]。
52氟脲嘧啶 ( 52fluorouracil, 52FU ) 、顺铂 ( cisp l2
atin, CDDP) 、多柔比星 (Doxorubicin) 被认为是比
较适合制成缓释剂型的抗肿瘤药 [ 4 ] , 已制得多种缓
释剂并证明有良好的实用效果 , 如卡莫司汀缓释片
( Glidal) [ 5 ]和顺铂肾上腺素水凝胶 ( Intradose ) [ 6 ]。
EP I是较新型的蒽环类抗肿瘤药 , 近年来广为应用 ,
是肝癌的常用化疗药 (多经肝动脉介入给药 ) 。虽然
EP I比同类药物的多柔比星毒性有所减轻 , 但其心脏
毒性、骨髓抑制以及肝肾功能和消化道的损害、局
部组织的刺激和损伤等毒副作用仍较为显著。
PLA 是一类可生物降解的多聚体药物载体 , 具
有良好的生物相容性 , 无免疫原性 , 能在体内逐渐
降解为 CO2和水 , 完全无毒。被认为是最有发展前
途的高分子材料 , 已成为近年来控缓释剂研制的常
用载体 [ 7 ]。
本研究采用的微球制备法 , 是制备 PLA 载药微
球常用的复乳 2溶剂蒸发法 , 主要适用于象表柔比星
等水溶性药物微球的制备。所得 EP I2PLA 2MS主要通









瘤内给药后 , 可通过缓慢释放药物 , 于瘤组织局部
得到较高的药物浓度 , 并长时间维持 , 进行有效的






射给药投予 EP I2PLA 2MS, 设立空白微球和作为分散
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微球的溶剂 NS两对照组 , 考察 EP I2PLA 2MS治疗肝
癌的疗效。结果显示 , 用本方法制备的聚乳酸空白
微球局部无明显的刺激反应 , 显示出良好的生物相






腹腔化疗 　 IPC是高选择性局部区域化疗 , 近年
来广泛用于胃肠道肿瘤以及卵巢肿瘤的治疗 [ 9 ]。对
肝癌治疗也取得了一定效果 , 但仍处于摸索阶段。
IPC经腹腔投药数小时后 , 腹腔药物浓度仍为血浆药
物浓度的 400倍 , 既能使高浓度药物直接渗入癌细




强的刺激性 , 能否用于 IPC 尚存在争论甚至相反的
看法 [ 10, 11 ]。本研究设计了 3、6、9、12、15 mg/kg 5
个剂量组经小鼠腹腔注射给药 , 发现前 3个剂量组
动物的精神、活动与用药前无差异 , 且 2周后体重
均明显增加 , 未出现动物死亡 , 随着剂量增加至 12、
15 mg/kg, 分别有 1215%、3715%的动物死亡。可
以确定 EP I经腹腔给药 , 不引起小鼠死亡的 MTD为
9 mg/kg, 可见 EP I IP是一种安全的用药方式。
应用缓释剂 IPC, 有望利用缓释剂缓慢、持续释
放有效抗肿瘤成分的特点 , 通过一次性或少数几次





的减容 , 以及整体生命的存活时间两方面进行考察 ,
一方面要控制局部肿瘤的生长 , 另一方面要提高肿
瘤患者的生存率 , 后者也是所有抗肿瘤疗法的终极
目标。本研究发现 , EP I2PLA 2MS局部瘤内注射治疗
实体瘤模型能明显减缓肿瘤生长 , 获得较高的抑瘤
率 ; 局部 IP治疗腹水瘤模型 , 能显著延长动物的生
存时间 , 提高生存率 ; 说明该载药微球在局部抑瘤





给药的局部疗法 , 属于被动靶向化疗 , 可产生高效、
低度的抑瘤效应。两者不同之处在于 : ( 1 ) 从给药
技术看 , 间质化疗瘤内注射时药液可能溢出 , 导致
疗效减弱和实验误差 , 而腹腔化疗则无此类问题 ;
( 2) 从微球释放药物的情况看 , 瘤内注射后药液的
扩散、渗透较慢 , 可能导致肿瘤周边细胞未能浸泡
于药液中 , 导致肿瘤复发 , 但同时微球载体 PLA 溶
蚀缓慢 , 可能增加微球的缓释效果 , 而腹腔给药时
微球均匀分布于含瘤细胞的腹水中 , 借助 PLA 在腹
水中的逐渐溶蚀释放出所包载的有效成份表柔比星 ,
能与瘤细胞充分接触 , 但同时也加快了微球的释药
速度 , 可能导致微球 “突释 ”; ( 3 ) 从治疗范围看 ,
间质化疗局限于肿瘤局部 , 而腹腔化疗在治疗腹腔
肿瘤的同时 , 能防治肝内肿瘤 ; ( 4 ) 从产生的毒副
作用看 , 瘤内直接注射化疗药易引起正常组织坏死 ,
以及注射后局部组织张力增加 , 挤压肿瘤细胞而导
致扩散 , 而腹腔化疗虽也会出现局部刺激反应 , 但
相对较少 , 而由于较快吸收进入全身循环 , 易致较
强的全身毒副反应。
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